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Verapamil (VP) e Oxcarbazepina (OX) são fármacos de baixo índice terapêutico que 
necessitam de rigoroso controle de qualidade em formulações farmacêuticas, bem como de 
análises em fluidos biológicos para estudos farmacológicos de eliminação dessas drogas. 
Neste sentido, o desenvolvimento de métodos simples, rápidos e de baixo custo é de extrema 
importância para quantificação desses fármacos nessas amostras. Deste modo, o presente 
trabalho apresenta um método eletroanalítico em fluxo para determinar VP e OX tanto em 
formulações farmacêuticas, quanto em amostras de urina. A técnica eletroquímica utilizada 
para quantificação foi a Amperometria de Múltiplos Pulsos (MPA) acoplada a um sistema de 
análise por injeção em fluxo (FIA), utilizando o diamante dopado com boro (BDD). Foram 
aplicados três pulsos de potencial pela MPA para determinação do VP em meio de ácido 
sulfúrico 0,1 mol L
-1
, sendo +1,6 V para a oxidação e, posteriormente, +0,2 V para redução do 
produto gerado do VP e +0,1 V para a limpeza do eletrodo de BDD. Para a determinação de 
OX, também foram otimizados três pulsos de potencial em meio de tampão acetato 0,1 mol L
-
1
 (pH 4,0), sendo + 1,7 V para a oxidação da OX e geração do produto que foi reduzido em -
1,1 V e -1,3 V para a limpeza do eletrodo de BDD. Em ambos os casos, apenas o sinal obtido 
nos pulsos de potencial de redução foram utilizados para quantificação dos fármacos. As 
faixas lineares de trabalho obtidas para quantificação do VP e da OX foram de 0,8 a 40,0 
µmol L
-1
 (R= 0,9976) e 2,0 a 80,0 µmol L
-1 
(R= 0,9989), respectivamente. Os limites de 
detecção foram calculados em 0,16 µmol L
-1
 para VP e 0,42 µmol L
-1
 para OX. Uma boa 
repetibilidade foi obtida para 10 análises consecutivas desses fármacos, com desvio padrão 
relativo de 2,2% para VP e 0,94 % para OX. Os estudos de adição e recuperação do VP e OX 
em amostras farmacêuticas e urina apresentaram resultados próximos a 100% e o doseamento 
do VP foi validado pela metodologia oficial. Altas frequências analíticas foram alcançadas 
pelo sistema FIA com 45 e 65 determinações por hora de VP e OX, respectivamente, usando 
alças de amostragem inferiores a 200 µL e vazões de 3,5 mLmin
-1
. Análises desses fármacos 
em amostras de urina mostraram que é possível determiná-los mesmo na presença de altas 
concentrações de ácido ascórbico e ácido úrico.  Portanto, o método proposto mostrou-se 
como alternativa simples e rápida para quantificação desses fármacos em formulações 
farmacêuticas e urina.  
Palavras chave: Verapamil; Oxcarbazepina; Amperometria de múltiplos pulsos; Análise por 





Verapamil (VP) and Oxcarbazepine (OX) are drugs of narrow therapeutic index that require 
strict quality control in pharmaceutical formulations and analysis in biological fluids for 
pharmacological studies of elimination of these drugs. In this sense, the development of 
simple, fast and low-cost methods is very important to quantify these drugs in pharmaceutical 
samples. Therefore, this work presents a electroanalytical method in flow for determining VP 
and OX in pharmaceutical formulations and human urine samples. The electrochemical 
technique used for quantification was performed by multiple pulses amperometry (MPA) 
coupled to a flow injection analysis system (FIA), using boron-doped diamond (BDD) as 
working electrode. Were applied three potential pulses by MPA for the determination of VP 
in sulfuric acid 0.1 mol L
-1
: (1) +1.6 V for oxidation of VP, (2) +0.2 V for reduction of the 
generated product of VP in the fisrt potential pulse, (3) +0.1 V for cleaning of the BDD 
electrode surface. The determination of OX also was performed by MPA in three potential 
pulses in 0.1 mol L
-1
 acetate buffer (pH 4.0): (1) +1.7 V for oxidation of OX and generation 
of the product that it was reduced at (2) -1.1 V, and (3) -1.3 V for cleaning of the BDD 
electrode surface. In both cases, only the signal obtained in the reduction potential pulses 
were used for quantification of drugs. The linear ranges of work obtained for quantitation of 
VP and OX were 0.8 to 40.0 µmol L
-1
 (R = 0.9976) and 2.0 to 80.0 µmol L
-1
 (R = 0, 9989), 
respectively. The detection limits were calculated to be 0.16 µmol L
-1
 for VP and 0.42 µmol 
L
-1
 for OX. Good repeatabilities were obtained for 10 consecutives injections of these drugs, 
with relative standard deviation of 2.2% for VP and 0.94% for OX. The addition and recovery 
studies for VP and OX in pharmaceutical and urine samples were close to 100% and 
determination of VP was validated by the official methodology. High analytical frequencies 
were achieved by FIA system of 45 and 65 determinations per hour for VP and OX, 
respectively, using sampling handles less than 200 µL and flow rate of 3.5 mLmin
-1
. The 
analysis of these drugs in urine showed that it is possible to determine this sample even in the 
presence of high concentrations of ascorbic acid and uric acid. Therefore, the present method 
by MPA-FIA proved to be a quick and easy alternative to quantify VP and OX in 
pharmaceutical formulations and urine. 
 
Keywords: Verapamil. Oxcarbazepine. Multiple Pulse amperometry. Flow Injection Analysis 
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1.1 Considerações gerais 
 
Os medicamentos vêm sendo cada vez mais alvo de estudo em diversas áreas de 
pesquisa, sobretudo em relação aos procedimentos relativos ao controle de qualidade. Tais 
procedimentos são de enorme importância para garantir a autenticidade e doseamento correto 
do produto final a ser comercializado. Assim, é necessário o desenvolvimento de métodos 
analíticos mais simples, rápidos e de custo acessível para aplicação tanto pela indústria 
farmacêutica, quanto pelo setor de manipulação de medicamentos, o qual geralmente carece 
de uma infraestrutura de grande porte para realizar este controle de qualidade. 
O setor de manipulação de medicamentos está em constante crescimento no Brasil 
(CONSELHO FEDERAL DE FARMÁCIA, 2015), provavelmente, devido à procura por 
medicamentos de custo mais acessível, bem como a adequação de doses personalizadas, em 
conformidade com as necessidades individuais. Contudo, o controle de qualidade dos 
medicamentos produzidos é indispensável, assim como nas indústrias farmacêuticas, 
principalmente, quando se trata da classe de medicamentos de baixo índice terapêutico, cuja 
dose terapêutica é bem próxima à dose tóxica (HARDMAN; LIMBIRD, 2005), como é o caso 
dos fármacos Verapamil (VP) e Oxcarbazepina (OX), os quais são estudados no presente 
trabalho. Cabe ressaltar que, no setor de manipulação de medicamentos a produção é em 
escala consideravelmente menor que nas indústrias, portanto, a utilização de métodos 
analíticos com custo reduzido e de simples aplicação torna-se ainda mais requerida por este 
setor.  
Os métodos cromatográficos, em destaque, a cromatografia líquida de alta 
eficiência (CLAE) com detecção no ultravioleta (UV), são os mais recomendados como 
metodologia oficial e, em geral, utilizados no controle de qualidade de fármacos pelas 
indústrias, o que se deve, principalmente, à alta robustez, bem como a elevada seletividade 
das análises por CLAE-UV. No entanto, as metodologias cromatográficas apresentam alguns 
inconvenientes, como a alta geração de resíduos orgânicos, alto custo tanto de aquisição do 
equipamento e reagentes, bem como de manutenção, além da baixa frequência analítica e alta 
complexidade para operação do equipamento. Embora muitos medicamentos apresentem 
apenas um princípio ativo, muitas vezes é necessária uma análise por cromatografia devido à 
interferência dos excipientes na detecção por espectrofotometria. 
  
4 
Tendo em vista estes inconvenientes, novas técnicas analíticas vêm sendo 
investigadas para aplicação no doseamento de fármacos, e neste contexto, as técnicas 
eletroquímicas surgem como alternativa viável, apresentando análises mais rápidas, simples, 
de baixo custo e com baixa geração de resíduos orgânicos em comparação aos métodos 
cromatográficos. Porém, mesmo com todas as vantagens supracitadas, estas técnicas não estão 
sendo aplicadas de fato no controle de qualidade do setor farmacêutico. Isso se deve à baixa 
reprodutibilidade, bem como na complexidade de montagem dos eletrodos e células 
eletroquímicas.  
Para contornar o problema da baixa reprodutibilidade, o presente trabalho utiliza a 
combinação da amperometria de múltiplos pulsos, do inglês Multiple pulse amperometry, 
(MPA), com sistema de análise em por injeção em fluxo (FIA, do inglês Flow injection 
analysis), usando um eletrodo de trabalho de filme de diamante dopado com boro do inglês, 
Boron-Doped Diamond (BDD). A associação da MPA com o sistema FIA traz ao método 
diversas vantagens, como por exemplo: (i) a diminuição da contaminação e/ou passivação do 
eletrodo pela possibilidade de aplicação de um pulso de potencial de limpeza pela MPA e 
também pelo fluxo contínuo do eletrólito provocado pelo FIA; (ii) uma alta frequência 
analítica obtido pelo sistema FIA; (iii) e maior seletividade pela detecção MPA, devido à 
possibilidade de aplicação de vários pulsos de potencial e a possibilidade de eliminação de 
interferentes (GIMENES et al., 2010);. Essas vantagens são ainda aliadas à utilização do 
eletrodo de BDD, que além de ser altamente estável, apresenta uma ampla faixa de potencial 
(~-1,5 a 2,2 V) e uma baixa corrente capacitiva (KUZMANOVIC. 2015).  
Neste contexto, este trabalho propõe utilizar a técnica de detecção MPA em 
sistema FIA com eletrodo de BDD para determinar dois fármacos de baixo índice terapêutico, 
VP e OX. Uma breve revisão dos conceitos e trabalhos da literatura sobre o sistema de 
detecção eletroanalítico e de análises em fluxo está apresentado nos itens subsequentes, bem 
como do eletrodo de BDD e das características farmacológicas e métodos analíticos para 
quantificação dos fármacos VP e OX.   
 
1.2 Técnicas eletroanalíticas  
 
O desenvolvimento de metodologias eletroanalíticas vem se expandindo nos 
últimos anos devido às suas vantagens apresentadas anteriormente frente aos demais métodos 
de análise, como alta sensibilidade, precisão, exatidão, baixos limites de detecção e 




técnicas eletroanalíticas, são baseadas na interação da eletricidade com as espécies químicas e 
os parâmetros destas espécies podem ser relacionados com as grandezas como corrente, 
potencial ou carga (WANG, 1999). Uma grande diversidade de técnicas eletroanalíticas estão 
disponíveis atualmente para realização de medidas qualitativas e/ou quantitativas, entre elas 
destacam-se as técnicas voltamétricas e amperométricas. 
 
1.2.1 Voltametria cíclica 
 
A voltametria cíclica (VC) é uma técnica bastante utilizada para investigação do 
comportamento eletroquímico dos compostos de interesse, visto que é possível adquirir 
informações qualitativas sobre a termodinâmica e cinética para o estudo do processo 
eletroquímico de um composto eletroativo (BRETT; BRETT, 1996).  O funcionamento da VC 
baseia-se na aplicação de uma variação linear de potencial, à velocidade constante em função 
do tempo. A varredura vai de um potencial inicial (Ei) até alcançar um potencial final (Ef), 
neste ponto, a direção é invertida e vai de encontro ao Ei. Esta varredura é feita na forma de 
uma onda triangular, e em presença de espécies eletroativas gera reações de oxidação e/ou 
redução, este esquema de aplicação de potencial é apresentado na Figura 1A (TICIANELLI; 
GONZALEZ, 2005). O gráfico gerado com esta perturbação é de corrente versus potencial e é 
denominado voltamograma cíclico (Figura 1B). 
 
Figura 1 - Variação de potencial na forma de uma onda triangular, em voltametria cíclica (1A) e 







Na VC e nas demais técnicas eletroanalíticas, em geral, são utilizados três 
eletrodos: trabalho, referência e auxiliar (ou contra eletrodo). O eletrodo de trabalho 
corresponde aquele no qual ocorrem as reações eletroquímicas de interesse. O potencial 




eletrodo de referência, cujo potencial se mantém constante. O eletrodo auxiliar completa o 
circuito da eletrólise. Além da VC, outras técnicas são utilizadas devido à busca por uma 
maior sensibilidade para quantificação dos analitos, como é o caso das voltametrias pulsadas 
ou da amperometria, a qual foi usada neste trabalho na forma de múltiplos pulsos. 
 
1.2.2 Amperometria de múltiplos pulsos 
 
A amperometria pode ser definida como um sistema voltamétrico que funciona 
em potencial constante (BRETT; BRETT, 1996). Portanto, numa análise amperométrica é 
medida a corrente de um processo eletroquímico característico do analito no potencial 
selecionado e aplicado. No entanto, um inconveniente relacionado à técnica é a 
impossibilidade de análise simultânea de duas substancias eletroativas com potenciais 
diferentes, já que apenas um potencial pode ser aplicado. Além disso, não é possível a 
determinação indireta de um analito eletroativo (detecção do produto gerado) pela 
amperometria convencional, o que é bastante requerido para análises em amostras mais 
complexas, a fim de evitar interferentes. Além disso, na amperometria convencional não é 
possível aplicar um potencial para realizar a limpeza eletroquímica do eletrodo de trabalho 
provocando uma baixa estabilidade do sinal eletroquímico devido à contaminação e/ou 
passivação da superfície deste eletrodo. 
A amperometria no modo pulsado, MPA, pode contornar esses problemas através 
da aplicação sequencial de diferentes pulsos de potencial, suprindo as limitações impostas 
pela amperometria convencional. É possível a aplicação e monitoramento de até dez pulsos de 
potencial distintos. Atualmente no mercado, existem vários equipamentos que utilizam esta 
técnica pulsada, porém na maioria deles é possível o monitoramento de apenas um pulso de 
potencial. Atualmente, o único software que permite a aquisição de sinal de até dez pulsos de 
potencial é o GPES, disponível nos potenciostatos da Metrohm - Eco Chemie. No entanto, 
devido ao grande o número de trabalhos publicados e citações usando a detecção MPA, as 
novas versões de alguns softwares disponibilizados pela Metrohm e por outras empresas já 
estão possibilitando aquisição dos sinais de correntes obtidos pelos pulsos de potencial 
aplicados. 
Uma das principais vantagens da detecção MPA é a possibilidade de ser utilizado 
no caso de analitos eletroativos que possuem processos eletroquímicos dependentes. Como é 
o caso do VP e OX, cujo produto da sua oxidação no eletrodo pode ser reduzido 




pulso de potencial, chamado de potencial gerador (Eg), por um determinado tempo, o que 
pode gerar um produto a ser reduzido em outro pulso de potencial, chamado de potencial 
coletor (Ec). 
Na Figura 2 é mostrado como funciona a aquisição de dados pelo software GPES 
na detecção MPA. Do lado esquerdo da tela do programa, é localizada a barra de funções, na 
qual pode-se selecionar os parâmetros pertinentes à análise que deseja-se realizar. Dentre 
estes parâmetros, pode-se destacar, o número de pulsos a serem aplicados (de 2 a 10), o tempo 
total de duração da análise, os potenciais aplicados, o tempo de aplicação destes potenciais 
(que pode ser no mínimo 30 ms por limitação deste software), e por fim pode escolher se 
haverá (y) ou não (n) a aquisição da corrente gerada no pulso de potencial selecionado. Os 
dados obtidos através da aplicação dos parâmetros selecionados são apresentados no lado 
direito da Figura 2. O gráfico (amperograma) obtido é de corrente (i/A) versus tempo (t/s). O 
sinal do analito em um sistema em fluxo é dado por um pico de corrente para cada injeção da 
amostra. 
 














O tempo de aplicação dos pulsos de potencial em MPA é um parâmetro muito 
importante, visto que o tempo influencia de forma significativa na corrente obtida e pode 
gerar maior sensibilidade nas análises. Os tempos de aplicação dos pulsos de potenciais 
variam de 30 a 500 ms, sendo a corrente coletada nos últimos 5 ms de cada pulso. Tempos 
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menores que 100 ms, apresentam maior sensibilidade, portanto são requeridos para detecção. 
Isso ocorre porque, apesar da corrente capacitiva (iC) decair mais rapidamente que a corrente 
faradaica (iF), no sistema FIA-MPA, a iC já faz parte da corrente de fundo do amperograma e 
é constante no decorrer da análise, em detrimento, iF é maior no menor tempo de aplicação do 
potencial. É importante salientar que essa diferença não seria observada se a vazão fosse 
suficiente para repor as espécies na superfície do eletrodo em qualquer tempo aplicado. No 
entanto, tempos maiores são mais utilizados quando se deseja fazer a limpeza e reativação da 
superfície do eletrodo de trabalho. Quando se trabalha com o sistema gerador – coletor, 
tempos maiores também são utilizados no Eg, a fim de gerar mais espécies a serem oxidadas 
ou reduzidas no Ec. 
 
1.3 Sistema de injeção em fluxo acoplado à MPA 
 
O sistema FIA foi empregado pela primeira vez por Rüzicka e Hansen em 1975 
(RUZICKA; HANSEN, 1975), ele surgiu como uma alternativa promissora e atrativa, 
oferecendo vantagens em relação aos sistemas estacionários, como elevada frequência 
analítica, consumo reduzido de amostra e o contato reduzido do analista com os reagentes. 
Seu uso vem sendo crescente, mediante acoplamento com diversas técnicas, como absorção 
atômica, fluorescência, voltametria, amperometria, entre outras (dos SANTOS et al., 2011). 
O acoplamento do sistema FIA à MPA agrega as vantagens das análises em fluxo 
com aquelas da detecção amperométrica pulsada, o que possibilita o desenvolvimento de 
metodologias mais rápidas e reprodutíveis. Dois parâmetros importantes no sistema FIA 
devem ser otimizados, a vazão do sistema e a alça de amostragem (volume da amostra 
injetado), os quais serão abordados a seguir. 
 
1.3.1 Vazão do sistema FIA 
 
A vazão em sistemas FIA é a quantidade de eletrólito suporte que chega ao 
detector por unidade de tempo. É um importante parâmetro a ser estudado, visto que seu valor 
influencia diretamente na sensibilidade das análises. O aumento da vazão do sistema 
possibilita maior transporte de massa para a superfície do eletrodo, provocando a diminuição 
da camada de difusão de Nernst, o que propicia um ganho em termos sinal analítico pelo 
aumento da iF. Entretanto, quando se trabalha com sistema gerador-coletor, há uma 




potencial coletor. Isso ocorre porque, o aumento da vazão leva mais substâncias à superfície 
do eletrodo, onde é gerado o produto da reação redox, porém, em contrapartida, as vazões 
muito elevadas geram um decréscimo da corrente do Ec devido à remoção, pelo fluxo, das 
espécies eletroquimicamente geradas na superfície do eletrodo antes destas serem detectadas. 
 
1.3.2 Volume de amostragem 
 
O volume de amostragem em sistemas FIA é definido pela alça de amostragem 
utilizada, que é o compartimento onde é medida a quantidade de analito a ser injetada no 
sistema. Alças usualmente empregadas são de 50 a 500 µL. A altura de pico é o parâmetro 
obtido no amperograma que é levado em consideração para a otimização tanto na vazão 
quanto na alça de amostragem. Para detecção direta (no Eg), durante o caminho da amostra do 
injetor até o detector há uma dispersão longitudinal do centro da amostra, ou seja, a amostra é 
diluída ao longo do percurso analítico no sistema FIA. O aumento do volume da alça de 
amostragem faz com que essa dispersão diminua no centro da amostra e a magnitude da 
corrente de pico torna-se maior até atingir um limite onde o centro da amostra não sofre mais 
dispersão com aumento do volume injetado. Para detecção indireta no Ec, este efeito vai 
depender da quantidade de composto gerado e, em alguns casos, o maior volume de amostra 
pode proporcionar análises de maior sensibilidade. Cabe levar em consideração também que, 
volumes de amostra muito grandes comprometem a frequência analítica do método e podem 
gerar maiores problemas de contaminação e/ou passivação do eletrodo de trabalho.  
Para a obtenção de um de pico de sinal transiente em cada injeção do analito, 
deve-se assegurar a obtenção do número mínimo de pontos. Isto está relacionado com a vazão 
do sistema, o volume da alça utilizada e a velocidade de aquisição dos dados. Estudos 
realizados por dos SANTOS et al. (2009) e colaboradores demostraram que o pico 
apresentado no amperograma deve ter no mínimo 20 pontos de aquisição de corrente, caso 
contrário pode haver distorções dos sinais e consequentemente uma baixa reprodutibilidade 
dos resultados.  
 
1.4 Eletrodo de diamante dopado com boro 
 
Os primeiros relatos de produção de filmes de diamante dopado com boro são de 
1973, tal processo foi realizado em baixas pressões, a partir de B2H6CH4 usando como 
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substrato pequenas porções de diamante natural (de BARROS et al., 2005). Os filmes de 
diamante se comportam como semicondutores, e sua condutividade está relacionada ao 
material e nível de dopagem. Existem diferentes tipos de dopante, dentre eles o nitrogênio, 
fósforo, enxofre e boro. O último é o mais utilizado e o nível de dopagem pode variar de 10 a 
10000 ppm (ALFARO et al, 2006; PLESKOV, 2000). 
Na eletroquímica, um eletrodo de BDD foi utilizado pela primeira vez por 
Pleskov e colaboradores (1987) e desde então vem despertando interesse nesta área, bem 
como diferentes métodos de fabricação, devido às várias vantagens que este eletrodo 
apresenta frente aos demais disponíveis. As principais propriedades do BDD que o destaca 
frente aos outros eletrodos de carbono com ligações sp
3
, tais como carbono vítreo, grafite e 
pasta de carbono, são: estabilidade à corrosão; baixa e estável corrente de fundo; estabilidade 
morfológica, mesmo exposto à alta temperatura; boa resposta à alguns analitos; fraca adsorção 
de moléculas polares e larga janela de potencial, independente do meio eletrolítico. Tendo em 
vista tais características, o BDD vem sendo bastante utilizado nos últimos anos, tanto para 
estudos eletroquímicos fundamentais, quanto para aplicações eletroanalíticas e ambientais 
(HUPERT et al., 2003; PANIZZA; CERISOLA, 2005).  
Com o intuito de melhorar ainda mais as propriedades do BDD, é necessário que 
este passe por tratamentos em sua superfície. De acordo GIRARD e colaboradores (2007), é 
possível realizar a polarização anódica ou catódica da superfície do eletrodo através de um 
pré-condicionamento em solução ácida. O tratamento catódico torna a superfície do eletrodo 
terminada em hidrogênio e com tratamento anódico terminada em oxigênio. As superfícies 
terminadas em hidrogênio são hidrofóbicas, apresentado afinidade com moléculas mais 
apolares. Já as superfícies terminadas com oxigênio são hidrofílicas, apresentando afinidade 
com moléculas mais polares (GRANGER; SWAIN, 1999; YAGI, et al.,1999; IVANDINI, et 
al., 2006). 
Várias metodologias que descrevem o tratamento da superfície do BDD são 
encontradas na literatura. Os primeiros trabalhos descreviam que para o tratamento era 
necessária a aplicação de +3,0 V por 30 minutos, e posteriormente, -3,0 V pelo mesmo tempo, 
terminando a superfície com hidrogênio (tratamento catódico) (SUFFREDINI et al., 2004). 
Mas, realizando este procedimento, observou-se que o eletrodo degradava com o passar do 
tempo. Recentemente, estudos demonstraram que o tratamento ideal para a superfície do BDD 
é através da aplicação de -9,0 C cm
-2
, a fim de realizar tratamento catódico e +5 C cm
-2
 para 
terminar a superfície com tratamento anódico. Estes tratamentos devem ser realizados em 
solução aquosa de ácido sulfúrico 0,5 mol L
-1




observada nenhuma degradação do eletrodo mesmo com vários tratamentos (SALAZAR-
BANDA, et al., 2010). 
 
1.5 Métodos para determinação dos fármacos 
 
O controle de qualidade de medicamentos é imprescindível para que o produto 
final possa ser liberado para o uso pela população. Os ensaios para este controle de qualidade 
são baseados na farmacopeia brasileira e neste compendio são encontradas as normas, 
especificações e metodologias para o controle de qualidade de medicamentos. No caso de 
ausência de uma metodologia na farmacopeia nacional, as internacionais podem ser utilizadas 
(ANVISA, 2010). O doseamento dos princípios ativos na matéria prima e no produto acabado 
é um dos ensaios de controle de qualidade mais importantes, a fim de gerar uma maior 
segurança na administração dos medicamentos. 
A necessidade de garantir a veracidade da quantidade de fármaco contido em uma 
formulação se torna ainda mais importante quando se trata de medicamentos de baixo índice 
terapêutico, como é o caso do VP e da OX. Os compostos cuja dose terapêutica é bastante 
próxima à dose tóxica são classificados como de baixo índice terapêutico e um pequeno erro 
na dosagem desses fármacos pode resultar em sérios danos a saúde ou até mesmo ao óbito de 
pacientes (HARDMAN; LIMBIRD, 2005). O índice terapêutico de um composto é calculado 
pela razão entre a dose letal da droga para 50% da população (DL50) e dose efetiva mínima 
para 50% da população (DE50) (GOODMAN & GILMAN, 2005).  
Cabe destacar que, a classe de medicamentos de baixo índice terapêutico é única 
que o controle de qualidade de dosemaento é exigido pela ANVISA para as farmácias de 
manipulação (ANVISA, 2007). No entanto, isso se torna inviável, principalmente, para as 
farmácias de manipulação com poucos recursos, pois geralmente o doseamento destes 
fármacos é feito por métodos cromatográficos ou espectrofotométricos com várias etapas de 
pré-tratamento na amostra. Dessa forma, o desenvolvimento e adequação de métodos de 
analíticos, para torná-los mais simples, rápidos, de baixo custo e com menor geração de 
resíduos, são fundamentais para serem usados em farmácias de manipulação, bem como nas 
industrias farmacêuticas, oferecendo um método alternativo mais econômico e ambientamente 
mais sustentável.  
Outro ponto a ser considerado é a determinação dessas drogas em fluidos 
biológicos, visto que essa medida pode levar ao diagnóstico de uma possível intoxicação por 
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determinado fármaco e também estudos farmacológicos dos medicamentos. Por exemplo, na 
urina geralmente há excreção de uma determinada porcentagem do fármaco, e com base nesse 
conhecimento pode-se estimar se a quantidade ingerida foi devidamente consumida pelo 
organismo do indivíduo. No entanto, neste tipo de amostra temos muitos interferentes, sendo 
os principais que apresentam eletroatividade os ácidos ascórbico (AA) e úrico (AU). Estes 
estão presentes na urina em concentrações entre 570 a 3400 μmolL-1 e aproximadamente de 
450 μmolL-1 , para AA e AU,  respectivamente. No entanto, esses ácidos não apresentam 
sinais de redução no eletrodo de BDD, logo é possível quantificar fármacos em urina, de 
forma seletiva pela detecção indireta na MPA de compostos que podem oxidar e o seu 
produto de oxidaçãonpode ser reduzido em pulsos de potencias catódicos, como é caso da OX 




O cloridrato de verapamil (α-[3-[[2-(3,4-dimetoxifenil)etil]metilamino]propil]-
3,4-dimetoxi-α-(1-metiletil)-benzenoacetonitrila) é classificado como um agente antiarrítmico 
da classe IV das fenilalquilaminas e atua como bloqueador do canal de íons Ca
2+
.  A fórmula 
estrutural do VP é apresentada na Figura 3. O fármaco é utilizado no tratamento de diversas 
doenças cardiovasculares, como hipertensão, angina de peito, prevenção secundária de infarto 
agudo do miocárdio e taquicardia supraventricular (PAGE et al., 2004).  
 







O mecanismo de ação do VP baseia-se na redução da magnitude de corrente de 
íons Ca
2+
 através do canal lento e também diminui a taxa de recuperação do canal. Além 
disso, o bloqueio do canal provocado pelo fármaco é reforçado pela frequência de estimulação 
aumentada. O VP também deprime a taxa de marcapasso do nódulo sinusal e condução 
atrioventricular lenta (GOODMAN; GILMAN, 2005). As propriedades físico-químicas do VP 





Tabela 1 - Tabela de propriedades físico-químicas do verapamil. 
Fórmula molecular C27H38N2O4 . HCl 
Massa Molar 491,06 gmol
-1
 
Ponto de fusão 142 ºC 
Solubilidade Solúvel em água 
pKa 8,92 
Descrição Sólido cristalino 
Fonte: Sigma-Aldrich 
A concentração de VP que resulta em bons efeitos terapêuticos varia de 0,10 a 
0,40 µg mL
-1
 no plasma, níveis acima deste valor podem gerar alguns efeitos colaterais como 
arritmia, bloqueio atrioventricular, náuseas, constipação e hipotensão. Uma concentração 
acima de 2,28 µg mL
-1
 tem grande risco de levar o indivíduo ao óbito (MÉGARBANE et al., 
2010). 
Portanto, metodologias para a determinação de VP são de extrema importância, 
tendo em vista a necessidade de assegurar o doseamento correto do fármaco em formulações. 
Também é relevante a determinação do VP em fluidos biológicos, a fim de identificar 
possíveis intoxicações com o fármaco. No entanto, apenas cerca de 3% é excretado na urina 
na forma de VP, o restante é metabolizado no organismo, desta forma, os métodos analíticos 
para o doseamento de VP em fluidos, além de eficientes devem ser bastante sensíveis. 
A metodologia oficial para o doseamento de VP descrita na farmacopeia brasileira 
é espectrofotometria de absorção no ultravioleta (ANVISA, 2010). Na literatura também são 
encontrados vários métodos para a determinação do fármaco em amostras farmacêuticas e em 
fluidos biológicos. Dentre esses, destacam-se os métodos baseados em CLAE com alguns 
tipos de detecção, como por exemplo, por UV (VALVO et al., 1997, IVANOVA et al., 2008, 
MILENOVIC et al., 2013); por fluorimétrica (HUBERT; CROMMEN, 1994) e por 
espectrometria de massas (VARON; MARIÑO, 2015). Além dos métodos cromatográficos, 
são reportados trabalhos utilizando outras técnicas, como a espectrofotometria na região do 
UV (RAHMAN; HODA, 2002, RAHMAN; KHAN; AZMI, 2005); potenciometria (HASSAN 
et al., 1999) e eletroforese capilar (HAMIDIA; JOUYBAN, 2015). A maioria das 
metodologias apresentadas apresentam desvantagens para ser utilizada em laboratório com 
análises de rotina devido ao alto custo de análise e alta geração de resíduos, além da alta 
complexidade de execução e etapas de preparação prévia da amostra.  
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Sendo assim, os métodos eletroquímicos podem ser usados para determinar o VP 
de forma mais vantajosa que os métodos supracitados. Seis metodologias diferentes são 
encontradas na literatura para a determinação do fármaco por técnicas eletroanalíticas. No 
primeiro destes trabalhos publicado na literatura em 2002, foi utilizada a voltametria de 
redissolução adsortiva com um eletrodo de Hg de gota pendente. O VP reduziu neste eletrodo 
em um potencial de -1,81V em meio de tampão fosfato 0,1 mol L
-1
, e nestas condições, foi 
obtido um LD de apenas 0,5 n molL
-1
 e um DRP, para cinco medidas consecutivas, de  1,8%. 
A metodologia foi aplicada em amostras farmacêuticas e de urina (KASIM et al., 2002). Outra 
metodologia encontrada na literatura foi a detecção de VP em formulações farmacêuticas e 
urina por amperometria em fluxo, os autores utilizaram um eletrodo de trabalho modificado 
por cloreto de polivinilo, com isso obtiveram bons sinais eletroquímicos do VP em 0,1 e 0,2 
V, conseguindo LD de 11,0 e 6,0 µmolL
-1
 para os dois potenciais, respectivamente. O DRP 
obtido foi de 0,2% para 3 medidas (ORTUÑO; SÁNCHEZ-PEDREÑO; GIL, 2005).  
Posteriormente, Demircan, Kir e Ozkan (2007) publicaram um artigo para a 
determinação eletroquímica de VP sem a modificação do eletrodo. O fármaco em meio de 
acetato 0,2 mol L
-1
 pH 3,7 apresentou sinal de oxidação em 0,95 V no eletrodo de carbono 
vítreo. As condições de análise foram otimizadas em voltametria de onda quadrada (VOQ) e 
voltametria de pulso diferencial (VPD), obtendo LD inferiores a 0,16 µmol L
-1
 em ambas as 
técnicas. As análises de VP foram realizadas em amostras farmacêuticas e soro, sendo 
encontrados DPR de 0,66 e 1,15 % (n=8) em VOQ e VPD, respectivamente. Também 
utilizando a VPD e VOQ, SEMAAN; CAVALHEIRO; BRETT (2009) desenvolveram uma 
nova metodologia para a determinação de VP em formulações farmacêuticas utilizando 
eletrodo de grafite com um compósito de poliuretano. Neste eletrodo, o fármaco apresentou 
dois picos de oxidação, em 0,6 e 0,75 V. Os estudos levaram a um LD de 0,7 µmol L
-1
.  
Em 2013 foram publicados dois trabalhos para a determinação de VP. Um foi 
realizado utilizando um eletrodo de carbono vítreo modificado com nanotubos de carbono 
multicamadas funcionalizados com um filme de policloridrato de alilamina. A detecção do 
fármaco em formulações foi feita por meio de VPD e VOQ, ambas com redissolução 
adsortiva. O LD encontrado para as duas técnicas foi de 3,6 nmolL
-1
 e o DPR = 4,8% 
(OLIVEIRA et al., 2013). O outro trabalho de 2013 foi publicado por CHEN et al. (2013), 
onde os autores propuseram a utilização de um microchip incorporado em conjunto com 
nanoeletrodos de ouro para a determinação de VP em formulações e em soro. O eletrodo 
modificado conseguiu excelente eletrocatálise, sendo que o potencial de oxidação do VP foi 






Todavia, os trabalhos publicados com as técnicas eletroanalíticas para 
determinação de VP não exploraram toda a potencialidade da área, pois alguns ainda 
apresentam metodologias que envolvem a modificação de eletrodos ou não exploram as 
vantagens das técnicas em fluxo para aumentar a frequência analítica. Sendo assim, é de 
grande relevância o desenvolvimento de uma nova metodologia que alie simplicidade de 
aplicação, baixo custo das análises, reprodutibilidade e alta frequência analítica. Estes 
parâmetros podem ser alcançados através da utilização do sistema proposto neste trabalho por 
FIA-MPA, utilizando um eletrodo altamente estável e sem modificação, o BDD, o qual até o 




A Oxcarbazepina (10,11-dihidro-10-oxo-5H-dibenzo[b,f]azepina-5-carboxamida) 
pertence ao grupo de medicamentos denominados anticonvulsivantes ou antiepilépticos é 
utilizada no tratamento de convulsões parciais e generalizadas além de generalizadas tônico-
clônicas (HARDMAN; LIMBIRD, 2005).  A fórmula estrutural da OX é apresentada na 
Figura 4. A OX é um ceto-análogo da carbamazepina. O fármaco é quase imediatamente todo 
convertido em seu principal metabólito ativo, e logo desativado e eliminado pelos rins 
(GOODMAN & GILMAN, 2005). 
  









O mecanismo de ação da OX baseia-se na indução de enzimas hepáticas e está 
associada à níveis aumentados de fenitopina e ácido válpróico. O fármaco é utilizado em 
monoterapia ou terapia adjuvante de crises epilépticas parciais em adultos e em crianças com 
idade entre 4-16 anos, bem como na terapia adjuvante em crianças com mais de dois anos 
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(GOODMAN & GILMAN, 2005). As propriedades físico-químicas do fármaco são 
apresentadas na tabela 2. 
 
Tabela 2 - Tabela de propriedades físico-químicas da oxcarbazepina 
Fórmula molecular C15H12N2O2 
Massa Molar 252,268 g mol
-1
 
Ponto de fusão 215 ºC 
Solubilidade 
Solúvel em acetonitrila e insolúvel em 
água 
pKa 12,92 
Descrição Sólido branco 
Fonte: Sigma-Aldrich 
 
Apesar de apresentar maior tolerabilidade que a carbamazepina, a OX apresenta 
efeitos colaterais como erupção cutânea, fadiga, tontura, dor de cabeça, sonolência, náusea e 
vômito e diplopia (SCHACHTER, 1999). O  fármaco é rapidamente absorvido no organismo, 
sendo que apenas cerca de 1% é excretado de forma inalterada pela urina (GOODMAN & 
GILMAN, 2005). Os estudos farmacológicos da OX apresentam importância clínica 
significativa, visto que podem auxiliar em diagnósticos de uma possível intoxicação pelo 
fármaco pela quantidade excretada. Desta forma é de grande relevância o desenvolvimento de 
métodos analíticos eficientes e que aliem baixo custo, simplicidade de aplicação e rapidez das 
análises para a determinação da OX em amostras farmacêuticas e de urina. 
Nas farmacopeias brasileira, americana e europeia não é encontrado um método 
oficial para o doseamento de OX. Portanto, o método sugerido para tal fim, é a CLAE com 
detecção UV, visto que é este o método utilizado na farmacopeia brasileira para o doseamento 
da carbamazepina, fármaco semelhante à OX. Na literatura, os métodos cromatográficos são 
os mais utilizados para a determinação deste fármaco, tais como a CLAE-UV (MENGE; 
DUBOIS, 1983, NOIRFALISE; COLLINGE, 1983, KUMPS, 1984, MENGE; DUBOIS; 
BAUER, 1987, PIENIMÄKI et al., 1995, SOUPPART et al., 2001, LEVERT; ODOU; 
ROBERT, 2002, MANDRIOLIA et al., 2003,  QI et al., 2003, CONTIN et al., 2005, ALVES, 
2007, KIMISKIDIS et al., 2007, MAZZUCCHELLI et al., 2007, BHAUMIK et al., 2010, 
FORTUNA et al., 2012,  ) e CLAE acoplada a um espectrômetro de massas (KŁYS; ROJEK; 
BOLECHAŁA, 2005, BRETON et al., 2005). Outros métodos também são encontrados na 




(GANDHIMATHI; RAVI, 2008, ENÉAS; OLIVEIRA; PIANETTI, 2010, BASAVAIAH et 
al., 2011, RAJENDRAPRASAD; BASAVAIAH;VINAY, 2012) e eletroforese capilar 
(BOCATO et al., 2014).  
No entanto, estes métodos apresentam alguns inconvenientes na determinação de 
OX, os quais são os mesmos já mencionados para o VP. Sendo assim, do mesmo modo que 
para VP, os métodos eletroanalíticos podem ser uma alternativa para contornar tais 
inconvenientes. Quatro trabalhos foram encontrados na literatura para determinação do 
fármaco por técnicas eletroanalíticas, sendo que em três destes a análise foi apenas realizada 
em amostras farmacêuticas e um em amostras de urina. 
Calvo e colaboradores utilizaram um eletrodo de mercúrio de gota pendente com a 
técnica voltametria adsortiva de onda quadrada. O meio eletrolítico otimizado foi tampão 
Britton-Robinson 0,1 molL
-1
 pH 4,0, e neste meio, a OX apresentou um pico de redução em -
1,04 V. Com essas condições, os autores obtiveram um LD de 0,17 µmolL
-1
 e um DPR de 
1,18% para oito amostras (CALVO; RENEDO; MARTÍNEZ, 2007). Os três outros trabalhos 
publicados utilizaram o eletrodo de carbono vítreo com detecção por voltametria de pulso 
diferencial. Apaydin e colaboradores utilizaram a modificação do eletrodo com filme 
eletropolimerizado de ácido p-aminobenzeno, o que gerou grande ganho na corrente de 
redução da OX no potencial de -1,27 V, em comparação com o eletrodo não modificado. Com 
isso, foi encontrado um LD de 0,127 µmolL
-1
 e um DPR de 3,54% (APAYDIN et al., 2015). 
Já no trabalho de Abolhasani e colaboradores, o eletrodo foi utilizado sem modificação e a 
determinação foi realizada em meio de metanol contendo Bu4NClO4 0,1 molL
-1
, sendo que o 
fármaco apresentou um pico de oxidação em 1,84 V. Nessas condições, LD de 0,81 µmolL
-1
 
foi encontrado, e DRR de 3,23% para 5 análises (ABOLHASANI; HOSSEINIB; 
KHANMIRIB, 2014). Por fim, Nosal-Wierciñska e co-autores desenvolveram um trabalho 
para a determinação de OX em amostras farmacêuticas e de urina, usando eletrodo de carbono 
vítreo. Em meio de tampão Britton-Robinson pH 0,2 molL
-1
 8,05, o fármaco apresentou um 
pico de redução irreversível em -1,4 V. Os autores obtiveram LD de 1,65 µmolL
-1 
e para 5 
amostras, um DPR igual à 2,43% (NOSAL-WIERCIÑSKA et al.,2014). 
Apesar dos trabalhos utilizando as técnicas eletroanalíticas terem mostrado as 
potencialidades deste tipo de detecção, nenhum deles utilizou o eletrodo de BDD e o sistema 
de fluxo para determinação da OX. Dessa forma, alguns parâmetros podem ser melhorados, 
como a frequência analítica e a reprodutibilidade das análises. Essa melhora pode ser 








2.1 Objetivo geral 
 
O objetivo deste trabalho foi desenvolver metodologias eletroanalíticas simples, 
com alta frequência analítica, com baixa geração de resíduos e com um baixo custo para a 
determinação de VP e OX em formulações farmacêuticas e em urina, baseados na detecção 
MPA acoplada a um sistema FIA utilizando eletrodo de BDD. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
 Estudar o comportamento eletroquímico do VP e da OX por meio da voltametria 
cíclica em diferentes pHs. 
 Otimizar parâmetros da técnica MPA, como potenciais aplicados para detecção e 
limpeza e os seus respectivos tempos. 
 Investigar melhor vazão e alça de amostragem do sistema FIA para a análise dos 
fármacos. 
 Estudar condições para eliminação dos principais interferentes (ácido ascórbico e 
ácido úrico) em análise de urina. 
 Realizar estudos de adição e recuperação nas amostras farmacêuticas, assim como o 
doseamento e comparação dos resultados com os obtidos pela metodologia oficial 
de cada fármaco. 






3 PARTE EXPERIMENTAL 
 
3.1 Reagentes, soluções e amostras 
 
Todas as soluções foram preparadas com água deionizada com resistência 
superior a 18,2 MΩ cm obtida de um sistema de purificação Mili-Q. plus (Millipore) e os 
reagentes utilizados foram de grau analítico. Vários eletrólitos suporte foram estudados, 
como: ácido sulfúrico (Vetec) 0,1 mol L
-1
, Hidróxido de sódio (Alphatec) 0,1 mol L
-1
 e 
tampão Britton-Robinson 0,04 molL
-1
 em uma faixa de pH de 2,0 à 10,0, que foi preparado 
através da mistura de 0,4 mol L
-1
 de ácido acético (Merck), ácido fosfórico (Vetec) e ácido 
bórico (Merck) e os seus diferentes valores de pH foram ajustados com hidróxido de sódio. O 
tratamento da superfície do BDD foi realizado em uma solução de ácido sulfúrico 0,5 mol L
-1
. 
Soluções de ácido ascórbico (AA) e ácido úrico (AU), ambos os padrões da 
Sigma-Aldrich (São Paulo), foram preparados diretamente no eletrólito utilizado em cada 
análise à concentração de 1,0 mmol L
-1
 e 0,1 mmol L
-1
 para AA e AU, respectivamente. 
Soluções estoque de VP (Sigma-Aldrich) foram preparadas em água a uma concentração de 
10,0 mmol  L
-1
 e posteriormente diluída no eletrólito suporte a ser estudado. O padrão de OX 
adquirido da Sigma-Aldrich apresenta-se na forma de uma solução em acetonitrila a uma 
concentração de 1,0 mg mL
-1
, assim, alíquotas deste estoque foram diluídas no eletrólito em 
estudo para realização dos estudos eletroquímicos. 
 
3.1.1 Preparo das soluções de amostras dos medicamentos 
 
Para o preparo das amostras de medicamentos, vinte comprimidos de cada 
fármaco (adquiridos em drogarias na cidade de Diamantina-MG) foram pesados e macerados, 
posteriormente, a quantidade do pó necessário para obter a concentração do estoque do 
fármaco desejada foi transferida para um balão volumétrico de 10,0 mL e completado com 
água (no caso do VP) ou com acetonitrila (no caso da OX). As diluições de cada fármaco 







3.1.2 Preparo das soluções de amostras de urina 
 
Para a preparação das amostras de urina, coletou-se 50 mL de urina de um 
paciente saudável, em seguida uma alíquota de 100 μL de amostra foi transferida para um 
balão volumétrico de 10 mL, sendo o volume completado com eletrólito, obtendo o fluido 
biológico diluído em 100 vezes. Essas amostras foram dopadas com padrão de VP ou OX 






Todas as medidas eletroquímicas foram realizadas em um potenciostato µAutolab 
type III acoplado a um microcomputador com o software GPES 4.9. Os estudos do 
comportamento eletroquímico em sistema estacionário foram realizados em célula de três 
eletrodos, sendo Ag/AgCl (KCl saturado) o eletrodo de referência, um fio de platina o 
eletrodo auxiliar e como eletrodo de trabalho o BDD (Centro Suíço de Eletrônica e 
Microtecnologia), de 8000 ppm e área de 0,13 cm
2
 delimitada por um anel de borracha tipo 
O-ring. 
Nas medidas eletroquímicas hidrodinâmicas utilizou-se uma célula eletroquímica 
do tipo “wal jett” como mostra a figura 5, em que também foram utilizados os mesmos três 
eletrodos já citados. Para acoplamento em sistema FIA, a célula consiste em um tubo de 
teflon, com capacidade de aproximadamente 30,0 mL. O eletrodo de trabalho, nesta célula é 
localizado na sua parte inferior, e os eletrodos de referência e auxiliar na parte superior. De 
forma centralizada e frontal ao eletrodo de trabalho, é colocada a tubulação por onde flui o 
eletrólito utilizado. Por fim, um orifício também na parte superior da célula permite a inserção 












Figura 5 - Célula do tipo “wall jet” usada no sistema FIA. Em detalhe a região ampliada da interface do 









Fonte: de MIRANDA, 2011. 
 
O sistema FIA (Figura 6) de linha única é constituído por uma bomba peristáltica 
(Gilson) que impulsiona o eletrólito a passar por tubos de silicone em direção ao amortecedor 
de pulsos e posteriormente ao injetor. Este último possui dois canais (o que vai direto à célula 
e outro que passa pela alça de amostragem) a serem escolhidos pelo operador através de uma 
alavanca. O sistema de preenchimento da alça de amostragem é feito por meio de uma seringa 
que aspira a amostra de um béquer e preenche a alça. 
 
Figura 6 - Esquema de montagem do sistema FIA 
 







Para as análises dos fármacos pelas metodologias oficiais descritas na 
farmacopeia, foi utilizado um espectrofotômetro UV-VIS da Varian, modelo Cary 50. Todos 
os experimentos foram realizados à temperatura e pressão ambiente. 
 
3.3 Medidas eletroquímicas 
 
3.3.1 Comportamento eletroquímico dos fármacos 
 
O comportamento eletroquímico do VP e da OX foi estudado inicialmente por 
voltametria cíclica à velocidade de 50 mVs
-1
 numa janela de potencial de -1,5 a 2,2 V, em 
diversos meios: ácido sulfúrico 0,1 mol L
-1
, tampão Britton-Robinson 0,04 molL
-1
 numa faixa 
de pH de 2,0 à 10,0 e hidróxido de sódio 0,1 mol L
-1
. O BDD foi submetido a tratamentos 
anódico (i) e catódico (ii), a fim de avaliar uma possível melhora no sinal analítico, (i) o 
eletrodo foi tratado com a aplicação de -30 mA por 60 s e em sequência 1 mA por 120 s, 
sendo assim, a superfície ficou finalizada em tratamento anódico. (ii) aplicação de 1 mA por 
60 s seguidos da aplicação de -30 mA por  360 s, asim, a superfície foi terminada de forma 
catódica, conforme descrito por SALAZAR-BANDA e colaboradores (2010). 
 
3.3.2 Parâmetros FIA-MPA 
 
A técnica de detecção utilizada para a determinação dos fármacos foi a MPA, que 
foi avaliada em função dos pulsos de potencial a serem empregados para a determinação dos 
fármacos, sendo avaliados o melhor potencial de oxidação, redução e limpeza da superfície do 
eletrodo de BDD, assim como os tempos de aplicação desses potenciais. 
Os potenciais de detecção a serem aplicados para a otimização são escolhidos na 
faixa em que o fármaco apresenta sinal e o potencial de limpeza, em faixas onde não há 
processo. Para a realização destes estudos foram escolhidos a alça de amostragem de 100 µL, 
numa vazão de 3,0 mL min
-1
 e tempo de aplicação dos pulsos de 100 ms. Depois de 





Para o sistema FIA foram estudados o volume injetado e a vazão do sistema. Os 
volumes de amostra testados foram de 50, 100, 150, 200, 250 e 330 μL e as vazões de 1,0; 




3.4 Repetibilidade e faixa linear de trabalho 
 
Após a otimização dos parâmetros analíticos para a determinação FIA-MPA, 
foram realizados estudos para verificar a repetibilidade da metodologia desenvolvida, sendo 
avaliados os desvios padrão relativos das respostas de 10 injeções consecutivas de cada 
fármaco com concentração 0,1 mmolL
-1
.  
Foram feitos posteriormente estudos para a obtenção da faixa linear de trabalho, 
que foi estabelecida através da curva de regressão linear, feita através das médias das 
correntes de pico dos FIAgramas das injeções em triplicatas de solução padrão de cada 




3.5 Estudos dos limites de detecção (LD), limites de quantificação (LQ) e ensaios de 
adição e recuperação em amostras farmacêuticas  
 
O cálculo do limite de detecção foi feito multiplicando por três o desvio padrão da 
corrente do ruído da linha de base do FIAgrama da curva de calibração (coletados em 10 
pontos aleatórios) e dividindo o valor pelo coeficiente angular da regressão. O mesmo cálculo 
foi feito para calcular o limite de quantificação, diferenciando-se apenas no fato de que o 
desvio padrão dos ruídos foi multiplicado por 10. 
Posteriormente, foram realizados ensaios de adição e recuperação a fim de avaliar 
uma possível interferência da matriz da amostra. Nesse estudo, os padrões dos respectivos 
fármacos foram adicionados nas amostras farmacêuticas e de urina (diluída em dez ou cem 
vezes) e, posteriormente, foram avaliadas pela detecção MPA em FIA. Então, a porcentagem 
de recuperação do sinal amperométrico desses padrões pelo método proposto foi verificada 
para cada analito.  
Foi realizado estudo para comparação da metodologia proposta para determinação 
do VP com a metodologia oficial descrita na farmacopeia brasileira: espectrofotometria de 
absorção no ultravioleta. A preparação da amostra para análise por espectrofotometria foi 
realizada por meio da pesagem e maceração de 20 comprimidos, a massa do pó obtido 
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equivalente a 100 mg do fármaco foi diluída em ácido clorídrico, obtendo concentração de 10 
mmolL
-1
 e depois esta solução foi filtrada. Após esses passos, foi feita uma diluição e 
posterior medida a 278 nm. O mesmo procedimento foi feito com o padrão de VP e os 
resultados comparados (ANVISA, 2010). 
Para a OX, não foi encontrada metodologia oficial para o seu doseamento, 
portanto, essa etapa de validação não foi realizada. 
 
3.6 Avaliação da ação de interferentes como ácido ascórbico e ácido úrico  
 
Dois estudos foram realizados para identificar se há interferência do AA e AU nas 
análises de VP e de OX. O primeiro foi realizado injetando em triplicata, soluções do padrão 
do fármaco, de AA, de AU e da mistura dos três, todos na mesma concentração. O outro 
estudo realizado foi fixando a concentração do padrão dos fármacos em 1,0 µmoL
-1
 e 
aumentou-se a concentração de AA e AU, separadamente, nas composições especificadas na 
Tabela 3:  
 









1,0 : 0,0 1,0: 0,0 
1,0 : 5,0 1,0:1,0 
1,0 : 10,0 1,0:5,0 
1,0 : 50,0 1,0:10,0 
1,0 : 100,0 1,0:50,0 





4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Os resultados e discussões deste trabalho serão divididos em duas partes. Na 
primeira, serão apresentados e discutidos os resultados associados ao desenvolvimento do 
método proposto para determinação do VP e na segunda parte serão abordados os resultados 




4.1.1 Comportamento eletroquímico do Verapamil 
 
A voltametria cíclica foi utilizada para investigar o comportamento eletroquímico 
do VP em todos os eletrólitos citados na parte experimental. A faixa de potencial foi 
investigada em toda janela proporcionada pelo eletrodo de trabalho de BDD, sendo o oxigênio 
removido da solução por borbulhamento de nitrogênio antes das análises. Entre todos os 
eletrólitos avaliados, o eletrólito escolhido foi o H2SO4 0,1 mol L
-1
. A escolha do eletrólito foi 
realizada em função de uma melhor resolução dos sinais analíticos do fármaco, bem como 
uma maior sensibilidade e seletividade, sendo o que VP em H2SO4 apresentou três picos de 
oxidação em 1,24; 1,35 e 1,51 V e um pico de redução em 0,00 V, versus o eletrodo de 
Ag/AgCl, conforme mostrado na Figura 7. Após a escolha do eletrólito, foi avaliado o melhor 
tratamento para a superfície do BDD, que também é apresentado na Figura 7, onde são 
mostrados os voltamogramas cíclicos realizados com os tratamentos catódico e anódico. 
Observou-se com estes estudos que o tratamento não altera significativamente a superfície do 
BDD, foi notado apenas um discreto aumento na corrente dos picos de oxidação e redução 











Figura 7 - Voltamogramas cíclicos do eletrólito H2SO4 0,1mol L
-1
 (linha preta) com adição do VP  
1,0 mmol L
-1
 após o tratamento anódico ( linha azul ) e após tratamento catódico ( linha vermelha ). 















Estudos complementares em voltametria cíclica foram realizados para avaliar a 
dependência dos processos eletroquímicos, como mostrado na Figura 8. Um voltamograma de 
VP 1,0 mmolL
-1
 foi feito com a varredura realizada apenas de -1,2 a 0,50 V, e dessa forma, 
não foi observado nenhum processo de redução, como o observado quando a varredura 
alcançava os potenciais de oxidação do VP. Este estudo sugere que a redução do VP depende 
dos processos de oxidação, porém não é possível avaliar de qual pico advém o produto a ser 
reduzido, devido à proximidade deles. 
 
Figura 8 - Voltamogramas cíclicos do eletrólito H2SO4 0,1mol L
-1
 (linha vermelha) com adição do VP  
1,0 mmol L
-1
 com varredura até o potencial de 2,2 V ( linha azul ) e com varredura até o potencial de 0,5 V 






Estudos para elucidação do mecanismo de oxidação e redução do VP não foram 
realizados, no entanto, na literatura o processo de oxidação é atribuído aos grupos metoxi do 
anel fenil presentes na molécula. Os autores também propõem que esteja envolvido um 
elétron e um próton neste processo (DEMIRCAN; KIR; OZKAN, 2007).  No entanto, é nítido 
que a oxidação do VP no eletrodo de BDD ocorre em três etapas devido a presença dos três 
picos observados. Na literatura, o processo de redução é relatado apenas quando usando 
eletrodo de Hg, e neste trabalho, os autores não discutem o processo (KASIM et al., 2002). 
Esse processo não foi verificado em outos eletrodos. 
 
4.1.2 Determinação dos pulsos de potencial  
 
Após os estudos do comportamento eletroquímico do VP, foi realizada a 
otimização dos parâmetros da detecção MPA visando uma maior sensibilidade, frequência 
analítica e seletividade. Como o AA e AU, principais interferentes em amostras de urina, 
apresentam picos de oxidação em potenciais inferiores aos do VP, como mostrado na Figura 
9, optou-se para detecção e quantificação do fármaco em um pulso de potencial de redução, 
logo todas as otimizações são focadas neste potencial. 
 
Figura 9 - Voltamogramas cíclicos do eletrólito suporte H2SO4 0,1 mol L
-1
 sob eletrodo de BDD com 
adição das espécies: VP 1,0 mmol L
-1
 (linha azul), AA 1,0 mmol L
-1
 (linha preta) e AU 0,5 mmol L
-1
 (linha 
















Como mencionado anteriormente, o processo catódico é dependente do anódico, 
logo, há sempre a necessidade de aplicação de um potencial na região do pico oxidação do VP 
para gerar espécies, sendo este potencial denominado de potencial gerador (Eg). Foram 
avaliados os seguintes pulso de potencial geradores: 1,1; 1,2; 1,3; 1,4; 1,5; 1,6 e 1,7 V. O 
pulso de potencial para redução das espescieies geradas, foi denominado de potencial coletor 
(Ec), o qual foi inicialmente fixado em 0,0 V, a fim de avaliar a sua corrente em função da 
aplicação de cada Eg aplicado. Todos os pulsos de potencial foram aplicados no tempo de 100 
ms, na vazão de 3,0 mL min 
-1
 e alça de 100 μL. 
Na Figura 10, é possível observar que a corrente de pico do Ec aumentou 
significativamente até quando se aplicava um Eg de 1,6 V, mas a partir deste valor não houve 
um crescimento significativo do sinal. Sendo assim, este valor de potencial para Eg foi 
utilizado nas análises posteriores. 
 
Figura 10 - Sinal da corrente de pico de redução do VP 0,1 mmol L
-1
 (em módulo) em 0,0 V em função da 
variação do potencial de oxidação (gerador). Todos os pulsos de potencial foram aplicados no tempo de 
100 ms. Vazão 3,0 mL
-1














Com o potencial de oxidação fixado em 1,6 V, foi realizado o estudo para 
verificar qual o melhor Ec. Foram testados os seguintes potenciais coletores: 0,4; 0,3; 0,2; 0,1; 
0,0; -0,1; -0,2 e -0,4 V. Como apresentado na Figura 11, em potenciais mais catódicos a 0,4 
V, o VP começa a apresentar uma corrente de redução pequena, onde esta reposta é 




pico aumenta discretamente. Devido a maior seletividade da técnica pela aplicação de 
potenciais menores de Ec, optou-se por usar o 0, 2 V como Ec. 
 
Figura 11- Sinal da corrente de redução do VP 0,1 mmol L
-1
 (em módulo) em função da variação do pulso 
de potencial de redução, aplicando o pulso de potencial gerador fixo em 1,6V. Todos os pulsos de potencial 
foram aplicados no tempo de 100 ms. Vazão 3,0 mLmin
-1














4.1.3 Otimização do tempo de aplicação dos potenciais de detecção 
 
Após a otimização dos potenciais gerador e coletor, os tempos de aplicação dos 
mesmos foram estudados, sendo aplicados os seguintes valores: 30, 50, 100, 200, 300 e 500 
ms. Neste estudo, conforme mostrado na Figura 12, foi observado que o aumento do tempo de 
aplicação do pulso de potencial gerador aumenta a corrente do VP no potencial coletor. Isso 
ocorre devido à geração de maior número de espécies oxidadas. Porém, a partir do tempo de 
300 ms há uma diminuição da corrente de redução, isso pode ter ocorrido devido à perda de 
espécies geradas em consequência do constante fluxo do sistema FIA. Assim, o tempo de 300 
ms para aplicação do potencial gerador foi considerado ideal para se obter uma maior 






Figura 12 - Sinal da corrente de redução do VP 0,1 mmol L
-1
 (em módulo) em 0,2V/100ms em função do 
tempo da aplicação do potencial gerador em +1,6 V. Vazão 3,0 mLmin
-1













Já é descrito na literatura que em tempos de detecção menores são obtidas maiores 
correntes de pico no Ec, pois caso contrário o fluxo do sistema FIA pode remover as espécies 
geradas na superfície do eletrodo (dos SANTOS et al., 2011). Os estudos de tempo de 
aplicação do potencial coletor realizados corroboram com esta afirmação, no entanto, foi 
notada uma baixa estabilidade do sinal de corrente no potencial de redução a um tempo de 30 
ms (menor tempo aplicado pelo software). Tal observação foi atribuída ao aumento da 
corrente capacitiva. Com isso foi escolhido um tempo de aplicação do Ec de 100 ms, que 
apresentou uma sensibilidade satisfatória e uma maior estabilidade de sinal. 
 
4.1.4 Otimização do potencial e tempo de limpeza 
 
Sucessivas análises de VP mostraram haver uma contaminação ou passivação da 
superfície do eletrodo, pois havia a diminuição gradativa dos sinais de oxidação e redução. A 
fim de contornar este problema, foi avaliada a aplicação de um pulso de potencial para fazer a 
limpeza da superfície do BDD. Potenciais inferiores ao valor do potencial coletor foram 
aplicados, para que, caso houvesse VP que ainda não tenha sido reduzido em 0,2 V, o produto 
remanescente não ficasse adsorvido na superfície do eletrodo, causando interferência na 
análise. Esse estudo foi conduzido por meio de dez injeções consecutivas de uma solução do 
fármaco à concentração de 0,1 mmol L
-1




resultou na obtenção de um menor desvio padrão relativo (DPR) entre os dez sinais de 
corrente obtidos e não foi notada uma diminuição significativa do sinal, tendo apenas uma 
pequena oscilação entre picos. O tempo de aplicação deste potencial também foi estudada 
numa faixa de 30 a 500 ms, sendo o tempo de 300 ms que apresentou o menor DPR. 
Cabe ressaltar que, devido à grande diferença entre os potencias gerador e coletor, 
torna-se necessária a aplicação de pulsos de potencial entre estes para que a corrente 
capacitiva seja minimizada, não comprometendo assim a sensibilidade das análises. Estes 
potenciais são chamados de potenciais de amortecimento, e não são monitorados no 
amperograma. Desta forma, um esquema da sequência de potenciais aplicados, de forma 
cíclica, bem como seus respectivos tempos é mostrada na Figura  13. 
 
Figura 13 - Escada de potenciais aplicados no BDD em função do tempo. (Linhas contínuas são os 











4.1.5 Determinação da vazão e alça de amostragem para detecção FIA-MPA  
 
Os parâmetros de alça de amostragem e vazão do sistema FIA contribuem de 
forma significativa para a sensibilidade e frequência analítica da metodologia, portanto foram 
avaliados para obter melhor sinal e garantir uma boa resolução do pico, o qual deve ter no 
mínimo vinte pontos.  
Em relação ao estudo de alça de amostragem, foi observado um aumento dos 
valores da corrente catódica à medida que o volume de amostra aumentava, mostrado na 
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Figura 14. Isso ocorre devido ao maior número de espécies geradas no potencial de oxidação 
quando se tem maiores quantidade de VP injetadas. Só que este aumento não ocorre de forma 
acentuada após o volume de 150 µL, e assim, este valor foi utilizado devido ao menor 
consumo de amostra e uma menor possibilidade de contaminação do eletrodo. 
 
Figura 14 - Sinal da corrente de redução do VP 0,1 mmolL
-1
(em módulo) em 0,2V/100ms em função do 



















A vazão do sistema FIA foi avaliada na sequência, foram testadas vazões de: 1,5; 
2,0; 3,5; 4,0; 4,5 e 5 mL min
-1
. Até a vazão de 3,5 mL min
-1
 houve um aumento da corrente de 
redução (apresentado na Figura 15), isso pode ser explicado por haver uma diminuição da 
camada de difusão de Nernst, aumentando a sensibilidade. Após a vazão mencionada a 
corrente diminuiu, o que pode estar relacionado à remoção das espécies geradas na superfície 
do BDD em vazões muito altas. Com isso, 3,5 mL min
-1
 foi a vazão otimizada. 
As melhores condições obtidas para a determinação de VP com o sistema FIA-








Figura 15 - Sinal da corrente de redução do VP 0,1 mmolL
-1
(em módulo) em 0,2V/100ms em função da 


















Tabela 4 - Valores otimizados dos parâmetros FIA-MPA psrs determinação de VP. 
Parâmetro Valor 
Vazão 3,5 mL min
-1
 
Volume de amostra 150 µL 
Potencial 
gerador/tempo de aplicação 
1,6 V / 300ms 
Potencial 
coletor/tempo de aplicação 
0,2 V / 100 ms 
Potencial de 
limpeza/tempo de aplicação 





4.1.6 Ensaios de repetibilidade e faixa linear de trabalho 
 
A repetibilidade das análises foi avaliada em função do DPR entre as respostas de 
corrente de dez injeções consecutivas de VP à concentração de 0,1 mmol L
-1
. Os resultados, 
apresentados na Figura 16, confirmaram elevada precisão para os dois potenciais de detecção, 
obtendo DPR de 2,2% para 1,6 V e 1,9% para 0,2 V. 
O baixo DPR pode ser atribuído ao uso do BDD, eletrodo altamente estável, pelo 
fluxo constante de eletrólito devido ao sistema FIA e ao método MPA pela possibilidade de 
aplicação de potenciais de limpeza, fazendo com que o uso deste sistema diminua 
significativamente a contaminação ou passivação da superfície do eletrodo. 
 
Figura 16 - Amperogramas de 10 injeções consecutivas de solução de VP 0,1 mmol L
-1 
em meio de ácido 
sulfúrico 0,1 molL
-1















Nas condições de análise mostradas, obteve-se uma frequência analítica de 
aproximadamente 45 injeções de amostra por hora. 
Na sequência foram estudadas as faixas lineares de trabalho para a determinação 
de VP em amostras farmacêuticas e de urina. As curvas de regressão linear foram geradas a 
partir das médias das correntes de pico de cada injeção, em triplicata, de padrões do fármaco 
em concentrações variando desde a menor concentração detectada de 0,8 µmolL
-1




O FIAgrama com as curvas de calibração são mostrados na Figura 17. Como pode 




de correlação linear (R), no intervalo de concentração de 0,8 a 40, 0 µmol L
-1
, o que mostra 
que as condições são satisfatórias para a determinação do fármaco. As equações das curvas 
obtidas foram, para o potencial de 1,6 e 0,2 V, respectivamente: 
i / µA = -0,2143 (± 0,03273) + 0,09432 (± 0,009110) [VP]/µmolL
-1
   (Eq. 1) 
i / µA = 0,05717 ± (0,01664) + 0,01493 ± (0,001030) [VP]/µmolL
-1
   (Eq. 2) 
Com base no amperograma da Figura 17 também foi calculado o LD, conforme 
informado na parte experimental. Os valores do LD obtidos foram de 0,07 e 0,16 µmol L
-1
 
para os potenciais de oxidação e redução, respectivamente.  
 
Figura 17 - FIAgramas e respectivas curvas de calibração obtidas por FIA-MPA sobre eletrodo de DDB 
em meio de H2SO4 0,1 moL
-1
 com a injeção de soluções padrão contendo 0,8 (a), 1,0 (b), 2,0 (c), 4,0 (d), 8,0 













4.1.7 Validação da metodologia 
 
A validação da metodologia proposta para aplicação em formulações 
farmacêuticas foi feita através do estudo de adição e recuperação e comparação do 
doseamento do VP nas formulações farmacêuticas obtido pelo método proposto e pelo 










Tabela 5 - Resultados dos estudos de adição e recuperação na amostra farmacêutica de VP no Ec. Os 
estudos foram feitos em triplicata e o desvio padrão apresentado após sinal ±. 
Amostra Adição (μmol L-1) Recuperação (μmol L-1) Recuperação (%) 
1 8,00 7,88 ± 0,09 98,5 
2 10,00 9,75 ± 0,07 97,5 
 
Os estudos de adição e recuperação nas amostras apresentaram recuperação 
próxima a 100%, conforme mostrado na Tabela 5. Estes resultados implicam que a 
metodologia utilizada é eficiente na determinação de VP em amostras farmacêuticas não 
apresentando efeito de matriz, ou seja, os excipientes presentes não interferem na 
determinação e quantificação da VP.  
 
Tabela 6 - Doseamento de VP por FIA-MPA e UV. Os estudos foram feitos em triplicata e o desvio padrão 
é apresentado após sinal ±. 
VP rotulado (mg) 
Doseamento FIA-MPA 
(mg) 
Doseamento UV (mg) 
240,00 241,70 ± 0, 90 243,63 ± 0, 70 
  
As médias dos valores determinados pelo método proposto e pelo método oficial, 
para análises em triplicata do medicamento e os desvios padrão referentes a estes 
procedimentos são apresentados na Tabela 6. Como observado nesta tabela, a quantidade de 
VP nos comprimidos encontrada por ambos os métodos está bem próxima se comparada à 
informada pelo fabricante. Para confirmar a semelhança entre os resultados obtidos pelo 
método proposto e por UV, foram aplicados os testes estatísticos t e F sobre esses dados. Os 
resultados obtidos por ambos os testes, apresentaram valores críticos menores que os 
tabelados, a um nível de confiança de 95%, indicando que os resultados obtidos e as 
variâncias das duas metodologias são semelhantes. Desta forma, o doseamento por FIA-MPA 
oferece resultados confiáveis e sendo assim, pode ser adotada no controle de qualidade de 







4.1.8 Avaliação de interferência de ácido ascórbico (AA) e ácido úrico (AU) para a 
determinação em urina 
 
Como apresentado na Figura 9, os principais interferentes para análises em urina, 
são o AA e AU, pois apresentam potenciais de oxidação próximos aos do VP, e estes não 
apresentam processos de redução no BDD. O que desperta interesse na determinação VP no 
fluído através do seu processo catódico.  
Foi então avaliado se esses ácidos apresentavam alguma interferência na 
quantificação do fármaco. A Figura 18 apresenta o amperograma onde foram injetadas 
soluções à concentração de 0,1 mmolL
-1
 de: AU, AA, VP e a mistura dos três compostos (em 
triplicata). Nota-se que houve uma diferença desprezível, de apenas 1,4 % na corrente do VP 
e da mistura no potencial de redução.  
 
Figura 18 - Amperogramas de soluções de: Ácido Úrico (AU), Ácido Ascórbico (AA), VP e mistura dos 
três à 0,1 mmolL
-1
. Como eletrólito suporte o Ácido sulfúrico 0,1 molL
-1














Diante disso, avaliou-se a interferência no sinal do fármaco em concentrações 
crescentes dos interferentes, pois estes estarão presentes na amostra em quantidade superiores 
ao VP. Estes estudos foram realizados separadamente com o objetivo de estabelecer o limite 
em que a interferência de cada um desses compostos pode ser desprezada. Esses estudos estão 
apresentados nas Tabelas 7 e 8, nas quais é mostrada a variação média do sinal do VP em 







Tabela 7 - Estudo da interferência de AA no sinal do VP a 1,0 μmol L-1 obtido no pulso de 0,2 V/100 ms. 
Proporção molar VP/AA Sinal do VP (%) 








Tabela 8 - Estudo da interferência de AU no sinal do VP a 1,0 μmol L-1 obtido no pulso de 0,2 V/100 ms. 
Proporção molar VP/AU Sinal do VP (%) 








Com os resultados apresentados nas tabelas 7 e 8, observa-se que não houve 
nenhuma variação acentuada do sinal do VP para a presença de até 100 vezes mais de AA e 
50 vezes mais que AU, considerando que uma diferença de até 5% não altera 
significativamente as análises. Sendo assim, a metodologia proposta funciona apenas em 
amostras de urina em que o paciente excretar os interferentes em proporções inferiores às 
definidas.Após o estudo realizado sobre a interferência de AA e AU na determinação do 
fármaco, foi realizado a análise de adição e recuperação de padrão de VP na amostra de urina 







Tabela 9 - Estudos de adição e recuperação de VP em amostra de urina diluída 100 vezes. Estudos foram 
feitos em triplicata e o desvio padrão é apresentado após sinal ±. Sinais obtidos no pulso de 0,2 V/100 ms. 
Amostra Adição (μmol L-1) Recuperação (μmol L-1) Recuperação (%) 
1 10,0 10,3 ± 0,1 102,5 
2 20,0 19,4 ± 0,1 96,8 
 
Os estudos de adição e recuperação obtidos foram satisfatórios, conforme é mostrado na 
Tabela 9, indicando uma ausência do efeito de matriz nesta amostra pelo método proposto. 
 
4.1.9 Comparação entre parâmetros analíticos dos métodos eletroquímicos da literatura e o 
FIA-MPA proposto 
 
Foi feita a comparação dos parâmetros analíticos dos métodos eletroquímicos 
encontrados na literatura com a metodologia proposta por FIA-MPA. Os parâmetros 
analisados foram: DRP, LD, faixa linear e tipo de amostra aplicada para a determinação de 
VP,   como apresentado na tabela 10. 
Nesta tabela, observa-se que os valores obtidos por FIA-MPA estão entre os 
encontrados na literatura. Cabe ressaltar, que o eletrodo de BDD utilizado nas análises não é 
modificado como a maioria dos citados na literatura, o que oferece uma maior simplicidade na 
aplicação do método. 
Outra vantagem do método FIA-MPA é a possibilidade de determinar a pureza do 
fármaco nas amostras, utilizando a razão do sinal obtido no potencial gerador e coletor, conforme 
já relatado para outros fármacos por Lima e colaboradores, como no caso da Nimesulida (LIMA 












Tabela 10 - Comparação dos parâmetros analíticos obtidos pelo método proposto e outros métodos 








































































2,0 a 30 0,7 - Formulações 
SEMAAN; 
CAVALHEIRO










































VRA: Voltametria de redissolução adsortiva. 
2
 VPD: Voltametria de pulso diferencial. 
3 
VOQ: Voltametria de 
onda quadrada. 
4
RA: Redissolução anódica. 
5
MWCNTsPAH/GCE: multiwalled carbon nanotubes within a poly 
(allylamine hydrochloride)/glassy carbon electrode (Nanotubos de carbon de paredes múltiplas com poli 
hidrocloreto de alilamina/eletrodo de carbono vítreo. 
6
GNEE: gold nanoelectrode ensemble electrode 










Assim como descrito na parte experimental, o comportamento eletroquímico da 
OX foi avaliado por meio da voltametria cíclica em diversos eletrólitos suporte, sobre BDD. 
O fármaco apresentou processos de oxidação em todos os pHs estudados e processos de 
redução em pHs de 3,0 a 10,0. A resposta eletroquímica com maior intensidade de corrente e 
com melhor definição para os picos de oxidação e redução foi encontrada no pH 4,0. Neste 
pH, o tampão acetato 0,1 mol L
-1
 apresentou melhores resultados e foi utilizado para as 
análises posteriores. Nessas condições de eletrólito, a OX apresentou um processo de 
oxidação em torno de 1,9 V e dois processos de redução: um em -0,2 V e outro em -1,0 V. A 
Figura 19 apresenta esses processos e os resultados obtidos na avaliação da influência do 
tratamento eletroquímico da superfície do eletrodo de BDD sobre o perfil dos respectivos 
processos redox da OX.  
 
Figura 19 - Voltamogramas cíclicos do tampão acetato (pH 4,0) 0,1mol L
-1
 (linha preta) com adição do OX 
1,0 mmol L
-1
 após o tratamento anódico (linha verde) e após tratamento catódico (linha vermelha). 
Velocidade de varredura: 50 mV s
-1
. Em destaque, o processo de redução da OX. 
 
 
Como pode ser observado na Figura 19, após o tratamento anódico notou-se o 
surgimento de um pico de oxidação em torno de 0,85 V, em contrapartida, o tratamento 
catódico, intensificou bastante a corrente do pico de oxidação e, discretamente, a corrente dos 
picos de redução apresentados pela OX no eletrodo de BDD. Por este motivo, o tratamento 
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catódico foi adotado para sequência de desenvolvimento da metodologia, uma vez que os 
processos catódicos serão utilziados para quantificação deste fármacos nas amostras.  
A dependência dos processos eletroquímicos foi avaliada conforme apresentado 
na Figura 20. O estudo mostrou que o pico catódico é dependente do anódico, visto que se o 
fármaco não é submetido a varredura que atinge os potenciais de oxidação da OX, o sinal de 
redução não é observado na varredura inversa.  
 
Figura 20- Voltamogramas cíclicos do tampão acetato 0,1mol L
-1
 pH 4,0 (linha preta) com 
adição do OX 1,0 mmol L
-1
 com varredura até o potencial de 2,2 V (linha vermelha) e com varredura até o 
potencial de 0,4 V (linha azul). Velocidade de varredura: 50 mV s
-1
. Em destaque, região que ocorre o 
processo de redução da OX. 
 
O mecanismo de oxidação e redução da OX ainda não foi estudado no presente trabalho. No 
entanto, Abolhasani e colaboradores (2014), em estudos com eletrodo de carbono vítreo, 
sugerem que o processo de oxidação do fármaco envolva quatro elétrons e dois prótons. 
Segundo os autores, este processo ocorre no átomo de nitrogênio no anel central, que resulta 
formação de carbocátions. No trabalho dos autores, a OX não apresentou processo de 
redução, mas em outros trabalhos utilizando o eletrodo de mercúrio (CALVO; RENEDO; 
MARTÍNEZ, 2007) e carbono vítreo (APAYDIN et al., 2015; NOSAL-WIERCIÑSKA et 
al.,2014) um processo de redução foi observado.  No entanto, apenas APAYDIN e 
colaboradores (2015) discutem o mecanismo de redução da OX, que segundo esses autores 
pode ocorrer de duas maneiras, sobre um eletrodo de carbono vítreo modificado com filme 
eletropolimerizado de ácido p-aminobenzeno, sendo a primeira relacionada à redução do 
grupo carbonila, ganhando dois prótons e dois elétrons, formando o composto 




é reduzida ganhando dois prótons e dois elétrons, sendo transformado em metilamina-
oxcarbazepina. 
Cabe destacar que, no eletrodo de BDD o processo de redução só ocorre após o 
processo de oxidação.  
 
4.2.2 Determinação dos pulsos de potencial e tempos de aplicação 
 
A avaliação dos pulsos de potencial para detecção da OX foi conduzida a fim de 
obter melhor sensibilidade no potencial em que não há interferência de AA e AU, ou seja, no 
Ec, assim como ocorreu par VP. Aplicando um pulso no Eg e depois outro no Ec para 
quantificar a OX, como pode ser visto na Figura 21, os ácidos não seriam interferentes no 
eletrodo BDD. 
 
Figura 21 - Voltamogramas cíclicos do tampão acetato 0,1 mol L
-1
 pH 4,0 sob eletrodo de 
BDD (linha verde) com adição das espécies: OX 1,0 mmol L
-1
 (linha azul), AA 1,0 mmol L
-1
 (linha preta) e 
AU 1,0 mmol L
-1
 (linha vermelha). Velocidade de varredura de 50 mVs-1. Em detalhe os picos de oxidação 














Deste modo, os estudos para otimização dos potenciais Eg e Ec na MPA foram 
conduzidos em duas etapas, sendo que a primeira foi para determinação do Eg, que foi 
aplicado a fim de gerar espécies a serem reduzidos posteriormente no Ec. Os pulsos de Eg 
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aplicados foram: 1,4; 1,5; 1,6; 1,7, 1,8, 1,9 e 2,0 V, sendo que todos estes foram aplicados 
separadamente, e com o Ec fixado em -1,0 V. Esse estudo é mostrado no gráfico da Figura 22.  
 
Figura 22 - Sinal da corrente de pico de redução da OX (em módulo) em - 1,0 V em função 
da variação do potencial de oxidação (gerador). Todos os pulsos de potencial foram aplicados no tempo de 














Observa-se na Figura 22 que o sinal de corrente do Ec aumentou 
significativamente até a aplicação do potencial de 1,7 V. Como após este valor, não houve 
melhora significativa na corrente de pico do Ec, o 1,7 V foi o potencial utilizado como Eg. O 
Ec foi avaliado apenas na região do pico de redução de maior magnitude (em torno de -1,0 V), 
isso porque favorece a obtenção de melhores LDs o que melhora a quantificação do fármaco. 
Nessa análise manteve-se fixo o Eg escolhido previamente (1,7 V) e os Ec testados foram: -
0,7; -0,8; -0,9; -1,0; -1,1; -1,2 e -1,3 V. Como observado na Figura 23, a corrente de pico 
máxima foi obtida em -1,1 V e em seguida houve um decréscimo da corrente em potenciais 
inferiores a este, provavelmente, devido ao aumento da corrente capacitiva. Dessa forma, o 



















Figura 23 - Sinal da corrente de redução da OX (em módulo) em função da variação do 
pulso de potencial de redução, aplicando o pulso de potencial gerador fixo em 1,7 V. Todos os pulsos de 
















Os tempos de aplicação avaliados para os pulsos de potencial foram os seguintes: 
30, 50, 100, 200, 300 e 500 ms. Como o objetivo era gerar o máximo de espécies possíveis 
para serem reduzidas, o tempo de aplicação do Eg foi otimizado em 200 ms, valor que 
possibilitou a geração de mais espécies a serem reduzidas em -1,1 V. A geração dessas 
espécies em tempos maiores não obteve grande melhora da sensibilidade, conforme 
observado na Figura 24. 
 
Figura 24- Sinal da corrente de redução da OX (em módulo) em -1,1V/100ms em função do 
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Como descrito na literatura (dos SANTOS et al., 2011) e citado na parte I do 
trabalho, o tempo de aplicação potencial coletor foi fixado no menor tempo, no caso de 30 ms, 
por apresentar maior corrente de pico, evitando uma possível lixiviação dos produtos pelo 
fluxo.  
O melhor potencial de limpeza, assim como seu tempo de aplicação, para uma 
limpeza eficiente e reativação da superfície do eletrodo de DDB foram avaliados em busca da 
maior repetibilidade do método proposto. Para tanto, foram realizadas, consecutivamente, 10 
injeções de amostras de OX 0,1 mmol L
-1
. Além dos pulsos de Eg e Ec, os seguintes pulsos de 
potencial foram avalaidos para limpeza do BDD em -1,2; -1,3; -1,4 e -1,5 V, todos avaliados 
individualmente. O menor DPR foi obtido com o potencial de -1,3 V, sendo este utilizado 
para a limpeza do eletrodo. Na sequência foi estudado o tempo de duração deste pulso de 
potencial para limpeza (-1,3 V), sendo este parâmetro otimizado também com base no DPR 
de 10 injeções consecutivas de OX na mesma concentração. O tempo foi variado de 30 a 500 
ms e notou-se que houve uma pequena diferença entre os DPR obtidos para as respostas em 
cada tempo de aplicação do pulso de potencial. Logo optou-se por manter o tempo de 300 ms, 
que foi o que possibilitou melhor reativação da superfície do BDD. 
Outros potenciais que foram aplicados são os de amortecimento, como também 
ocorreu no caso do VP. Estes potenciais de amortecimento são necessários devido ao aumento 
da corrente capacitiva provocado pela grande diferença entre o pulso de potencial anódico e 
catódico, porém ainda mais pronunciado no caso da OX, onde os saltos de potencial são ainda 
maiores. Cabe lembrar, que as correntes nestes potenciais não são monitoradas no sistema de 
detecção. A Figura 25 apresenta um esquema da sequência de potenciais aplicados, de forma 














Figura 25 - Escada de potenciais aplicados no BDD em função do tempo. (Linhas contínuas 












4.2.3 Determinação da alça de amostragem e vazão do sistema FIA 
 
A otimização do volume da amostra e da vazão do sistema foi realizada de forma 
a conseguir condições de melhor sensibilidade, frequência analítica e reprodutibilidade do 
sinal.  O volume de amostra foi variado em valores de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 µL. O 
aumento da alça de amostragem favoreceu maiores valores da corrente catódica, pois 
aumentou a geração de produto a ser reduzido no Ec, como apresentado na Figura 26. Porém 
a contribuição do volume injetado não foi significativa para o aumento da corrente catódica 
no Ec após o volume de 200 µL, sendo assim este valor foi mantido nas análises posteriores.  
 
Figura 26 - Sinal da corrente de redução da OX 0,1 mmolL
-1
(em módulo) em -1,1V/30ms em função do 














As vazões avaliadas foram 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 mL min
-1
, sendo que a 
resposta do potencial coletor foi crescente até 3,5 mL min 
-1
 e após este valor obteve leve 
queda, que pode ser gerada devido ao produto da oxidação ser retirado da superfície do 
eletrodo antes de ser detectado (Figura 27).  
 
Figura 27 - Sinal da corrente de redução da OX 0,1 mmolL
-1
(em módulo) em -1,1V/30ms em função da 












As melhores condições para determinação de OX obtidas para o sistema FIA-
MPA são apresentados na tabela11. 
 
Tabela 11 - Valores otimizados dos parâmetros FIA-MPA para determinação de OX 
Parâmetro Valor 
Vazão 3,5 mL min
-1
 
Volume de amostra 200 µL 
Potencial 
gerador/tempo de aplicação 
1,7 V / 200ms 
Potencial 
coletor/tempo de aplicação 





limpeza/tempo de aplicação 
-1,3 V / 300 ms 
4.2.4 Repetibilidade e faixa linear de trabalho 
 
Com todas as condições da metodologia otimizadas, a repetibilidade analítica foi 
avaliada em função do DPR entre as respostas obtidas frente a 10 injeções consecutivas de 
OX à concentração de 0,1 mmol L
-1
. Os resultados confirmaram elevada precisão analítica 
para os dois potenciais de detecção, obtendo DPR de 0,86% para 1,7 V e 0,94% para -1,1 V, 
como pode ser observado na Figura 28. Estes valores mostram que o sistema de detecção 
FIA-MPA usando o eletrodo de BDD apresenta também elevada precisão analítica para 
determinação de OX, como foi para VP, sendo as justificativas as mesmas abordadas 
anteriormente. Nessas condições, foi obtida uma frequência analítica de aproximadamente 65 
injeções por hora. 
 
Figura 28 - Amperogramas de 10  injeções consecutivas de solução de OX 0,1 mmolL
-1 
em meio de tampão 
acetato 0,1 molL
-1 
















A fim de avaliar as faixas lineares de trabalho da OX, foram injetadas soluções 




. As curvas de 
regressão linear foram geradas a partir das médias das correntes de pico de cada injeção, em 
triplicata. Assim como observado na Figura 29B, excelentes valores de R foram obtidos, para 
  
52 
ambos os potenciais de detecção, no intervalo de concentração avaliado, a partir das correntes 
de pico exibidas no FIAgrama da Figura 29A.  As equações das curvas obtidas foram para o 
potencial de 1,7 e -1,1 V, respectivamente apresentadas a seguir: 
 
i / µA = 0,09902 (± 0,04135) + 0,1810 (± 0,001180) [OX]/µmolL
-1
   (Eq. 3) 
i / µA = 0,2105 (± 0,05067) + 0,07700 (± 0,001450) [OX]/µmolL
-1
   (Eq. 4)  
 
Figura 29 - FIAgramas e respectivas curvas de calibração obtidas por FIA-MPA sobre eletrodo de DDB 
em meio de acetato 0,1 mol L
-1
 pH 4,0 com a injeção de soluções padrão contendo 2,0 (a), 4,0 (b), 8,0 (c), 














Os valores do LD obtidos foram de 0,17 e 0,42 µmolL
-1
 para os potenciais de 
oxidação e redução, respectivamente.  
 
4.2.5 Comparação entre parâmetros analíticos dos métodos eletroquímicos da literatura e o 
FIA-MPA proposto 
 
Os parâmetros analíticos, como: DPR, LD, faixa linear e tipo de amostra aplicada, 
dos métodos eletroquímicos encontrados na literatura foram comparados com a metodologia 
proposta por FIA-MPA, como apresentado na Tabela 12. 
Nota-se que a metodologia proposta para a determinação de OX apresenta bons 





o que simplifica a análise. Além disso, a utilização de um sistema em fluxo trás a 
possibilidade de automação, menor contato do analista com as amostras e principalmente, 
uma maior frequência analítica. 
 
Tabela 12 - Comparação dos parâmetros analíticos obtidos pelo método proposto e outros métodos 

















































































VOQ-RA: Voltametria de onda quadrada com redissolução anódica. 
2
 VPD: Voltametria de pulso diferencial. 
3
p-ABSA: p-aminobenzene sulfonic acid (p- aminobenzeno ácido sulfônico). 
 
 
4.2.6 Validação da metodologia 
 
Para validar a metodologia proposta para a determinação do fármaco, foi utilizado 
um estudo de adição e recuperação em amostras farmacêuticas. Os resultados obtidos desse 
estudo são apresentados na Tabela 13, onde pode ser observado que as recuperações ficaram 





Tabela 13 - Resultados dos estudos de adição e recuperação na amostra farmacêutica de OX. Os estudos 
foram feitos em triplicata e o desvio padrão apresentado após sinal ±. Análises realizadas em -1,1 V/30 ms. 




1 10,00 10,16 ± 0,13 101,50 
2 20,00 19,65 ± 0,37 98,25 
 
4.2.7 Avaliação da interferência de ácido ascórbico e ácido úrico na análise de 
Oxcarbazepina na urina 
 
O fato da OX apresentar um processo de redução desperta interesse da sua 
determinação em urina, como no caso do VP. Isso porque os principais interferentes para 
análises em urina, AA e AU, não apresentam processos de redução no BDD. Por este motivo, 
a princípio, a detecção amperométrica do analito pode ser viável através da aplicação de 
pulsos de potencial catódicos pela MPA. Neste contexto, foram realizados experimentos no 
intuito de avaliar o nível de interferência dos AA e AU na determinação do fármaco em urina 
e estabelecer as condições para análises nesse tipo de amostra. 
Primeiramente, soluções de mesma concentração de OX, AA, AU e a mistura dos 
três compostos foram injetadas em triplicata e os sinais são apresentados na Figura 30. Uma 
diferença de apenas 1,4 % na corrente da OX e da mistura dos compostos no potencial de 
















Figura 30 - Amperogramas de soluções de: Ácido Úrico (AU), Ácido Ascórbico (AA), OX e mistura dos 
três à 0,1 mmolL
-1
. Como eletrólito suporte o tampão acetato pH 4,0 0,1 molL
-1
. Vazão 3,5 mLmin
-1













Após o estudo realizado sobre a interferência de AA e AU na determinação do 
fármaco, foi realizado a análise de adição e recuperação de padrão de OX na amostra de urina 
(tabela 14).  
 
Tabela 14 - Estudos de adição e recuperação de OX em amostra de urina diluída 100 vezes. Estudos foram 
feitos em triplicata e o desvio padrão é apresentado após sinal ±. Análises realizadas em -1,1 V/30 ms. 
Amostra Adição (μmol L-1) Recuperação (μmol L-1) Recuperação (%) 
1 4,0 3,9 ± 0,6 97,5 
 
O resultado da recuperação na amostra de urina apresentado na Tabela 14 mostra-




























5 CONCLUSÕES  
 
O presente trabalho apresentou um método eletroanalítico baseado na detecção 
MPA em sistema FIA com eletrodo de BDD para determinação de VP e OX em amostras 
farmacêuticas, bem como o estudo da determinação desses compostos em amostras de urina 
na presença de AA e AU.  
As vantagens encontradas no método proposto para determinação de VP frente ao 
método oficial e demais métodos da literutara são a alta frequência de análise (cerca de 50 
injeções por hora, relativo baixo custo de aquisição e aplicação da técnica, simplicidade na 
realização das análises, pois dispensa etapas laboriosas de pré-preparo das amostras e utiliza 
um eletrodo sem modificação da sua superfície, alta precisão dos resultados e baixa geração 
de resíduos. A validação da metodologia foi realizada pelos estudos de adição e recuperação 
nas amostras farmacêuticas e de urina, apresentando resultados satisfatórios. O doseamento 
em amostras farmacêuticas também foi realizado e os resultados mostraram ser comparáveis 
aos do método oficial. Os LD foram satisfatórios para o emprego nas amostras estudadas e o 
método mostrou uma boa repetibilidade. 
O mesmo método proposto foi desenvolvido para determinação da OX, mas 
utilizando diferentes condições eletroquímicas e de fluxo para ser aplicado em amostras 
farmacêuticas e urina. Os resultados mostraram também as mesmas características vantajosas 
supracitadas para o VP na aplicação em amostras farmacêuticas, restando ainda avaliar a 
resposta do fármaco frente ao aumento da concentração de AA e AU, mas os estudos 
realizados até então não mostram interferência significativa dos compostos na análise. 
Outro ponto a ser destacado no trabalho é a possibilidade de análise de amostras 
de urina com a utilização de um eletrodo não modificado e sem separação prévia dos 
interferentes presentes nos fluidos, o que proporcionou maior simplicidade e rapidez nas 
análises para determinação do VP e a potencialidade para a determinação da OX em urina. 
Portanto, neste trabalho foi mostrado que detecção MPA acoplada a sistemas FIA 
usando o eletrodo de BDD pode ser um método bastante viável para ser utilizado no controle 
de qualidade do VP e OX, bem como para outros fármacos eletroativos, principalmente, no 
caso dos fármacos de baixo índice terapêutico nas farmácias de manipulação. Além disso, o 
método proposto pode ser atrativo para análises de rotina em indústrias farmacêuticas, 
proporcioando uma análise mais econômica e ambientamente mais sustentável.  
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Desta forma, existe a perspectiva de criação de um kit de análise para os vinte e 
dois fármacos da classe de baixo índice terapêutico, utilizando metodologias em fluxo com 
detecção MPA. Este projeto já está sendo executado pelo grupo de pesquisa do orientador 
deste trabalho. O kit de análise para esta classe de medicamentos pode gerar maior economia, 
rapidez, simplicidade das análises e menor geração de resíduos no controle de qualidade pelas 
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